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Expression　of　Adhesion　Molecules　and　the　Production　of　Cytokines　in
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　The　authors　determined　the　modifications　of　esophageal　cancer　cells　and　peripheral　blood
mononuclear　cells　（PBMC）　caused　by　carcinostatic　drugs　and　cytokines　from　the　aspects　of
cytokine　production　and　expression　of　adhesion　molecule．
　Increase　of　IL－la　production　was　observed　in　TE－3　by　IFN－7．　lncreases　of　IL－6　production　were
observed　in　the　cell　lines　other　than　TE－9．　The　production　of　IL－la　in　TE－2，　3，　8　and　9　was　enhanced
by　TNF－a．　The　production　of　IL－6　in　PBMC，　TE－1，　2　and　3　was　also　enhanced．　Production　of　IL－6
by　VDS　showed　a　trend　toward　slight　increase　in　TE－1　and　8，　but　a　tendency　toward　decrease　was
exhibited　in　PBMC．　The　production　of　IL－6　by　ERC　increased　in　TE－1，2，3and　8．
　　The　expression　of　CD29　was　enhanced　in　TE－9　by　VDS，　in　TE－2，　3，　8　and　9　by　TNF－a　and　in　TE－1
and　3　by　IFN－7．　CD44　antigen　was　observed　to　be　expressed　in　TE　cells，　and　its　expression　was
enhanced　in　TE－3　by　VDS　and　ERC，　in　TE－2　by　TNF－ev　and　in　TE－1　and　3　by　IFN－7．　No　CD18
antigen　was　detected　on　the　cellular　surface　by　this　assay　nor　detected　by　culture　with　VDS，　ERC，
TNF一αand　IFN一γ．
　　The　question　as　to　what　role　the　cytokine　produced　from　esophageal　cancer　cell　lines　plays　with
regard　to　the　esophageal　cancer　cell　and　host　cells　reqires　elucidation．　However，　it　was　considered
that　we　should　think　of　establishing　the　therapeutic　method，　paying　attention　not　only　to　enhance－
ment　of　immunocompetent　cells　and　the　lethal　effects　on　cancer　cells　but　also　to　participation’@with
mutual　activity　of　cytokines，　metastasis　and　expression　of　adhesion　molecules．
1．緒 言
　食道癌の治療に放射線療法，化学療法に加え，
BRMを目的としたサイトカインによる治療法が施
行されるようになってきている1）．サイトカインに
よる治療法は宿主免疫能による間接効果と癌細胞を
標的とした直接効果を期待する治療法である．しか
し，投与法，量，時期，サイトカインの選択，併用
（1994年2月10日受付，1994年2月21日受理）
key　words：食道癌細胞株（esophageal　cancer　cell　line），サイトカイン（cytokine），接着分子（adhesion
molecule）
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表1食道癌細胞由来細胞株
鑑㍗膿話濃醜nM・…i・1・ Histologic Vascular　invasion　types（Ly．　V）
TE－1
TE－2
TE－3
TE－8
TE－9
alno
　a3n3
A，N，M，
aln2
R－aon3
Primary
Primary
Well　d．　s．　q．　c．　c．
Poorly　d．　s．　q．　c．　c．
Metastatic　tumor　Well　d．　s．　q．　c．　c．
in　the　muscle
Primary
Pleuritis
　carcimatosis
Moderately　d．　s．　q．　c．　c．
Poorly　d．　s．　q．　c．　c．
十
十十
十十
文献4）より引用
等の問題は解決されていない．最近，IL－1，　IL－6の
ようなサイトカインは癌細胞の肺，肝転移に重要な
働きを示すことが示唆されている2）．また細胞接着
因子もサイトカインの調節を受け癌転移に関して原
発巣からの離散，転移組織定着に至る過程で重要な
働きをしている3）．そこで，サイトカイン療法の基礎
的検討として抗癌剤およびサイトカインによる食道
癌細胞株と末梢血単核球からのサイトカイン産生，
接着因子発現について検討した．
II．研究材料
　1．実験材料
　食道癌細胞株TE－1，2，3，8，9細胞（東北大学
外科；西平博士より供与をうけた）は10％Fetal
Bovine　Serum（FBS）加RPMI－1640（Gibco）にて
37℃5％CO2下，4～5日間隔で継代培養したものを
使用した4）（表1）．
　造血器腫瘍細胞癌K562（慢性骨髄性白血病急性
転化遠近）もTE細胞に用いた培地で3～4日間隔
で継代培養したものを使用した．
　健康成人末梢血単核球（PBMC）はりンフォプレ
ップ（第一化学）を用いて比重遠心法にて採取し，
生理食塩水にて2回洗浄したものを使用した．
　2．使用薬剤
　1）　Cytokine（IFN一γ，　TNF一α）
　IFN一γ（recombinant　human　interferon一γ，塩野
義製薬）はRPM－1640で希釈し，細胞培養中に10
μ1添加することにより，20，200，20001U／mlに調
製した．TNF一α（recombinant　human　tumor　ne－
crosis　factor，　Genzyme）も同様の培地で10，100，
1000U／mlに調製した．
　2）抗癌剤
　Vindesine（VDS，シオノギ製薬）は0．1，1，10，
100ng／m1また，　Epirubicin（ERC，ファルミタリ
アカルロエルバ協和発酵）は1，10，100，1000，10000
ng／m1に調製した．
III．方 法
　1．細胞培養
　TE－1，2，3，8，9およびK562は細胞数を1×105／
m1に10％FBS加RPMI－1640で調整し，この細
胞浮遊液を24穴プレート（Falcon　3047）に1mlず
つ入れた．TE細胞は培養24時間後，上清を除去し，
新しい10％FBS加RPMI－1640を1ml加えた．
これを0時間とし，IFN一γ，　TNF一α，　VDS，　ERCを
添加培養した．培養48時間後，上清を採取し，2600
rpm，10分間遠心後，その上清を一20℃に保存した．
　PBMCは細胞数を1×106／m1に調整後，1mlを
Falcon　3047に入れ，同様の薬剤を添加し培養した．
培養後，上清を同様の方法で採取し一20℃に保存し
た．
　2．　MTT　assay
　TE細胞についてIFN・γ，　TNF一α，　VDS，　ERC
添加によるMTT　assayを行った．10％FBS加
RPMI－1640にて調整した細胞数2×103／we11をマ
イクロプレート（Falcon　3072）に200μ1ずつ入れ，
37．C，5％CO2下で一昼夜静置した．上清を吸引除
去後，新しい10％FBS加RPMI－1640を180μ1入
れ，上記の4薬剤を20μ1加えた．薬剤の対照とし
てRPMI－1640を20μ1加えた．48時間培養後，4
mg／mlのMTT（同仁化学）を25μ1加え，37℃，
5％CO、下で4時間incubateした．上清をすべて
除去し，Dimethyl　sulfoxide（DMSO，和光純薬）
を150μ1加え，ミキサーで5分間撹搾後，波長540
㎜にて吸光度を測定した．増殖阻止剰ま増殖阻止
率＝（1一薬剤添加時時光度／対照の吸光度）×100と
（2）
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Cell　ELISA
培養細胞株（TE　1，2，3，8，9）
↓O・OIMPBS　PH7．4’（Y2回瀞
抗　　CD18（Dako）
　t　CD29　（Coulter）
　　CD44　（lmmunotech）
　　　4℃30分
　　　0．OIMPBS　PH7．4で3回洗浄
ビオチン化抗マウスイムノグロブリン添加t
t
／
i
4℃30分
O．OIM　PBS　PH7．4で3回洗浄
ストレブトアビジン添加
4℃30分
0．01MPBS　PH7．4で3回洗浄
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表2MTT　assayによるIC，。値
cell　lineIFN－7　TNF－a　VDS　ERC（u／ml）　（u／ml）　（ng／ml）　（ng／ml）
TE－1
TE－2
TE－3
TE－8
TE－9
　800　＞！000
　310　98
　　30　＞1000
＞2000　650
＞2000　＞1000
150
49
15
　4
36
680
380
140
120
250
基質液（O．5mg／ml　OPD）
　　　室温15分
lOO　A　1をマイクロフレートに回収し、2N　H2SO4　100　Pt　1添加
吸光度測定（490／63（him）
　　　　　図1　接着因子発現の測定法
して算出した．
　3．　IL－1cr，　IL－6，　TNF－a，　Fibronectin，　62－m
　　の測定
　IL－1α，　TNF一α　は　Enzyme　linked－Immuno－
sorbent　assay法（ELISA法，大塚アッセイ）で測
定した．IL－6もELISA法（東レフジバイオニクス）
で測定した．β2－mはネフェロメトリックアナライザ
ー法（試薬＝協和発酵），Fibronectin（FN）はmono－
clonal抗体（宝酒造MO　10）をプレートにコートし
たサンドイッチELISA法で測定した．
　4．接着因子発現
　接着因子はleukocyte　funcion－associated
antigen　1を認識する抗CD　18抗体（Dako），　very
late　antigen　1～6のβサブユニットを認識する抗
CD　29抗体（Couter　clone），ピアルロン酸レセプタ
ーを認識する抗CD　44抗体（lmmunotech）用いて
測定した．上清除去後の培養TE細胞をPBSで洗
浄後，抗CD抗体ビオチン島民マウスイムノグロブ
リン，ストレプトアビジンと反応させた．OPD基質
液により発色，2N硫酸で反応を停止後，波長490／
630nmで吸光度を測定しその発現度を検討した（図
1）．
IV．研究成績
　1．MTT　assayによる各細胞株のIC，。値
　IFN一γ，　TNF一α，　VDS，　ERC添加の各細胞株に
対するIC5。値を検討した．IC5。値は各細胞株によっ
初期細胞数　2×103／well
培養時間　　48時間
て値が異なり，IFN一γではTE－8，9が2000　U／m1以
上であり，TE・3では30　U／m1であった．　TNF一αで
はTE－1，3，9で1000　U／m1以上であった．　VDSは
TE・1が150　ng／m1，　TE－8では4ng／mlと感受性に
かなりの差があった．ERCはTE－8が120　ng／mlで
最もIC5。が低く，TE－1が680　ng／mlと最も高値で
あった（表2）．
　2．IFN・γ添加によるサイトカイン産生
　IFN一γ200　U／ml添加による48時間培養後の上
清中IL－1α量は，　TE－1，8，9K562ともに検出感
度以下であり，産生は認められなかった．TE－3では
115．4pg／m1と著明な産生がみられ，　TE－2，　PBMC
では各々13，4，8．5pg／mlとわずかな産生が認めら
れた．また，各細胞株およびPBMCは無添加では
IL－1　aを検出できなかった．　TNF一αはPBMCで
9．3pg／ml検出されたが，他の細胞株では検出不能
であった．IL－6はTE－2，3で著明な産生充進が認め
られた．TE－1，8，　K　562，　PBMCでも産生充進が
認められた（図2）．
　3．TNF・α添加によるサイトカイン産生
　IL1α産生はTE－8でspontaneouslyに認めら
れるが，他の細胞で認められなかった．TNF一α添加
ではTE－2，3，8，9でIL－1　a産生量が各々15．9，
36．8，58．0，9．7pg／mlと三軸した．　IL－6はPBMC，
TE－1，　K　562でspontaneouslyに産生され，　TNF一α
添加ではPBMC，　TE－1，2，3，8，　K　562で各々126．3，
561．3，104．0，129．1，23．5pg／mlと産生充進が認
められた（図3）．
　4．VDS添加によるサイトカイン産生
　IL－1α産生はVDS添加でTE－3において若干認
められたが，他の細胞では認められなかった．TNF一
αも産生は認められなかった．IL－6はTE－1，8で産
生充進傾向を示したが，K562，　PBMCでは抑制傾
（3）
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向が認められた（図4）．
　5．ERC添加によるサイトカイン産生
　IL－1α産生はERC刺激でTE－3において若干の
産生充進が認められたが，他の細胞では産生は認め
られなかった．TNF一α産生はすべての細胞でERC
による影響を受けなかった．IL－6はTE－1，2，3，
8で著明な産生充進が認められた．また，K562では
産生抑制し，PBMCでは変化はなかった（図5）．
　6．β2・m産生
　β2－mはすべての細胞でIFN一γ添加により産生が
充劃した．TNF一αによりβ2－mはTE－3で充進が認
められたが，他の細胞では変化しなかった．VDSに
よりβ2－mはすべての細胞で抑制傾向が認められた．
しかしながら，細胞数による相対的割合を考慮する
と変化ないものと考えられる．ERCではTE細胞
全体で若干の抑制傾向が認められた（表3）．
PBMC　TE－1　TE－2　TE－3．　TE－8　rlli－9　K562
図3TNF一αによるサイトカイン産生
　7．Fibronectin（FN）産生
　IFN一γ添加によるFN産生はTE－2，3，8で抑
制され，TE－1，9，　K　562では変化なく，PBMCで
は抑制傾向にあった．TNF一α添加ではTE－3と9に
おいて若干の増加傾向が認められたが，他の細胞で
は変化は認められなかった．VDS添加ではすべての
細胞で産生抑制傾向が認められた．ERC添加では
FNはTE－3で著明な産生充進，他の細胞株でも産
生増加傾向が認められたが，K562，　PBMCでは産
生抑制傾向が認められた（表4）．
　8．CD　29発現
　細胞数をMTT　assayにより算出し，単位細胞当
たりの吸光度を薬剤無添加の対照の吸光度で除し，
その比率で発現度を検討した．TE－1，2，3，8，9と
もに薬剤無添加でもCD　29が発現しているが，
VDSによりTE－3，　TNF一αによりTE－2，3，8，9，
IFN一γによりTE－1，3でCD　29の発現が増強され
た（図6）．
　9．CD　44発現
　CD　44もTE－1，2，3，8，9で発現しているが，　VDS，
ERCによりTE－3で，　TNF一αによりTE－2で，
（4）
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またIFN一γによりTE－1，3で発現量の増強が認め
られた（図7）．
　10．CD　18発現
　CD　18はこのassay法ではTE細胞株表面上に検
出されず，またVDS，　ERC，　TNF一α，　IFN一γ添
加によっても検出不能であった．
V．考
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察
　食道癌の化学療法ではBleomycin，5－FU，　Meth－
otrexate，　Adriamycin，　VDS，　Cisplatin　（CDDP）
等が使用されている5）6）．最近では手術によって癌腫
瘍量の減少している食道癌患者に対して，サイトカ
イン，抗癌剤併用療法が行われ，良好な成績が得ら
れている7）．
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表3食道癌細胞株のβ2－m産生量（ng／ml／48hr）
Cell non IFNr7 TNF－a VDS ERC
PBMC
TE－1
TE－2
TE－3
TE－8
TE－9
K562
56．7
22．3
47．1
130．3
41．0
29．7
120．9 61．0 53．9
33．1（33．1）
59．5（131．9）
32！．0（441．5）
46．0（73．5）
42．0（64．6）
17．9（18．6）
29．5（36．3）
64．8（129．9）
21．4（53．2）
13．1（13．1）
55．2
41．0（61．0）
85．4（136．6）
166．0（522．0）
73．5（98．4）
84．1（84．1）
40．6　115．5 60．3 13．5
18．0（18．0）
40．0（54．1）
101．6（197．3）
29．1（57．7）
！8．2（21．9）
35．1
IFN－7：200　u／ML　TNF－a：100　u／mlVDS：10　ng／ml　ERC：100／ML
　　（）内；単位細胞当たりの量
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表4食道癌細胞株のFibronectin産生量（ng／ml／48hr）
Cell non IFN－7 TNF－a VDS FRC
PBMC　75．3　45．349．3 60．9 64．5
TE－1　5．5　6．3（11．0）
TE－2　127．8　41．5（66．4）
TE－3　43．4　15．6（34．4）
TE－8　155．0　94．5（126．5）
TE－9　22．9　12．1（12．1）
K562
　5．2　（5．2）
131．5（291．6）
90．2（124．1）
170 （272．4）
51．4（79．1）
　5．1（5．3）
88．5（109．0）
27．5（55．1）
109．7（272．9）
　8．6　（8．6）
　7．3（7．3）
228．0（308．5）
129．4（251．3）
159．9（317．3）
19．5（23．4）
20．4　18．6 29．1 7．4 14．2
IFN－7：200　u／ML　TNF－a：100　u／mlVDS：10　ng／ml　ERC：100ng’／ml
　　　（）内；単位細胞当たりの量
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図7食道癌細胞株におけるCD　44発現
　一方，食道癌患者の癌細胞でIL－6のmRNAが発
現し，その発現のみられる患者は生存率が低いこと
が示唆されている8）．また遠隔転移を有する患者で
血清1：し6が有意に高く，中でも肝転移群で有意に
高い8）．また癌細胞のGM－CSF産生能と癌の肺転移
に密接な関係があり，IL－6，　IL－1産生能は肝転移に
関係する等の報告もある2）．これらの報告よりサイ
トカイン療法を行う場合，宿主免疫能を高め，腫瘍
細胞に働きかけ，かつIL－6のような転移に関与す
るサイトカインの産生を充進しないサイトカインを
選択することが最良と考える．また，サイトカイン
は相互作用によりサイトカインを誘導することは良
く知られている．例えばマクロファージから産生さ
れるサイトカインIL－1，　IL－6，　TNF一αの場合，　IL－
1，TNF一αはIL－1，　IL－6，　TNF一α産生を促進し，
IL－6はIL－1，　TNF一αの産生を抑制する9）．またマ
クロファージから産生されるIL－1，　TNF一αはTリ
ンパ球から産生されるIL－2，　GM－CSF，　IFN一γ産生
を促進し，これらのサイトカインはマクロファージ
からのIL－1，　TNF一α産生を促進する10）．
　これらのサイトカインネットワークから考えても
癌細胞の産生するサイトカインが癌細胞自身および
他の細胞に何らかの影響を与えることも示唆され
る．TE細胞株ではIFN一γおよびTNF一α添加に
（6）
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よりIL－1α，　IL－6の産生充進が認められ，　ERC添
加ではIL・6の産生充進が認められた．腫瘍細胞よ
り産生されたサイトカインがどのような働きをし，
また意義を有するかは定かではない．しかしながら，
TNF一α添加によってIL－6，　IL－1産生が充進される
ことは転移を安易にする可能性がある．さらに癌の
転移には接着因子が関与することが知られている．
癌細胞の転移は原発巣から細胞間隙へ浸潤し，基底
膜を通過して脈管系に侵入し管腔内を移動して，臓
器組織に定着して活発な増殖を行うという一連の過
程をたどる11）12）．この過程で接着分子は重要な働き
をしている．接着因子もサイトカインにより調節を
受けており，血管内皮細胞に発現されるVCAM－1は
IL1，　TNF一α，　IFN一γよって増強されることが知ら
れている13）14）15）．
　今回，ICAM－1のリガンドであるLFA－1は，TE細
胞では検出されず，サイトカインによっても誘導さ
れなかった．しかし，CD　29はTNF一α，　IFN一γ，　VDS
添加により発現が増強された．CD　29はvery　late
antigen（VLA）1～6の共通βサブユニットであ
り，細胞接着に重要なかかわりを持つ．すなわちメ
ラノーマをTNF・αで処理するとVLAの発現が上
昇し，細胞外マトリスクへの接着が高まることが報
告され，転移との関与が示唆されている16）．
　CD　44は分子量80～95　KDaの膜蛋白であり，細
胞間，あるいは細胞外基質との接着にかかわってい
ると考えられている17）．CD　44のリガンドはピアル
ロン酸等であり，CD　44抗原を発現している癌細胞
は細胞外マトリクスや内皮細胞への接着が上昇し，
組織浸潤能や転移能にも関係すると報告されてい
る18）．また，ラット腺癌の肺転移が抗CD　44抗体で
遅延することからCD　44と転移との関与が示唆さ
れている19）．TE細胞株のCD　44について，　TNF一α，
IFN一γ，　VDS，　ERC添加による影響を検討するとそ
の発現が増強された．このようにサイトカイン，抗
癌剤の種類によっては接着因子をも発現増強する．
これらの状態は，すべてのTE細胞が同じ結果を示
したわけではない．今回使用したTE－1，2，3，8，
9は胸部食道癌患者より得られた細胞株であり，採
取部位はTE－1，2，8は原発巣，　TE－3は皮膚転移巣，
TE・9は胸水である．また病理診断ではTE－1，3は
高分化型，TE－8は中分化型，　TE・2，9は低分化型扁
平上皮癌である20）．これらの細胞採取部位，分化度と
サイトカイン産生，接着因子発現との一定の関係は
見られず，細胞により個々異なっていた．
　よってサイトカイン産生能，接着因子発現をサイ
トカイン，抗癌剤併用療法時の基礎的検討マーカー
に加えることは個々の患者，癌腫に最も適した治療
法を施行する場合，意義があることと考える．
VI．結 語
　サイトカイン療法の基礎的検討として，抗癌剤お
よびサイトカイン投与により食道癌細胞株と末梢血
単核球はどのような修飾をうけるのかを，サイトカ
イン産生，接着因子発現の点から検討した．
　1．各細胞よりのIL－1　a，　TNF一α産生はsponta－
neouslyには認められなかったが，　IL－6はspontane－
ouslyにPBMC，　TE－1で産生が認められた．
　2．IFN一γ（200　U／m1）によりIL－1αはTE－3，
TE－2，　PBMCで，　IL－6はTE－2，3で著明な産生充
進が認められた．IFN一γ（200　U／ml）によりCD　29，
CD　44はTE－1，3で発現が増強された．
　3．TNF一α（100　U／ml）によりIL－1αはTE－2，
3，8で，IL－6はTE－1，2，3，　PBMCで著明な産生
充進が認められた．TNF一α（100　U／m1）により
CD　29はTE－2，3，8，9で，　CD　44はTE－2で発現
が増強された．
　4．VDS（10　ng／ml）によりIL－1　aはTE－3で，
IL－6はTE－1，8で産生充進が認められたが，　PBMC
では減少した．VDS（10　ng／ml）によりCD　29，
CD　44はTE－3で発現が増強された．
　5．ERC（100　ng／m1）によりIL－6はTE－1，2，
3，8で著明な産生充進が認められた．ERC（100　ng／
ml）によりCD　44はTE－3で発現が増強された．
　6．B，一mはIFN一γ，　TNF・αにより産生が論詰
した．
　7．TE細胞のFN産生はIFN一γにより抑制さ
れ，TNF一α，　ERCで産生が充進した．
　以上の結果からサイトカイン産生能，接着因子発
現をサイトカイン，抗癌剤併用療法時の基礎的検討
マーカーに加えることは個々の患者，癌種に最も適
した治療法を施行する場合，意義がある．
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